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Rrqmotorsystem^dessen Herstellung unci Vcrwendung 



Beschreibimg 



Die Erfindung bczicht sicb auf die Genexpression unci die Regulation von Genexpression in 
Pflanzen. 1m Spcziellen bezieht sich die Erfindung auf DNA-Promotor-Sequenzen, und auf 
Expressionskassetten, die in Pflanzen eingefuhrt werden konnen, urn die Transkription ciner 
benachbarten kodierenden Sequenz zcitlich mid niumlich innerhalb der Pflanzen zu regulieren. 
Zusatzlich bezieht sich die Erfindung auf Expressionsvektoren, die solch cine 
Expressionskassette enthahen und die beniitzt werden konnert, urn Pflanzen zu transformieren. 

Hintergrund zu dcr Erfindung 

Ein Promotor ist eine DNA-Sequenz; die Exprcssionsort und -menge eines Genes beeinflufit 
odcr hestimmt, und die Stellen fur die Bindung dcr RNA-Polymerase zur Verftigung stellL Die 
Position eines Promotors ist im Genom eines Organisinus retativ zum Transkriptionsstanpujila 
fixiert. RNA-Polymerase ist ein Enzyin, das an den Promotor binden kann und die Transkription 
eines Genes vollzicbt, das unter der Kontrolle dieses Promotors steht. Dabei entsteht die 
messenger-RNA ? die wiederum zur Synthese des Proteines veiv/endet wird. 
Promotoren sind in verschiedenen Organismen untersucbt worden. Fur bestinimte Spezies 
konnten konservierte DNA-Bereiche (sog. Consensus-Sequenzen) innerhalb von Promotoren 
gefunden werden, die rnit verschiedenen Genen assoziicrt sind. Von diesen Bereichen wird 
angcnom)nen 7 daB sie in die Rolle, die der Promotor im Transkriptionsprozeft spielt, 
eingebunden sind. 

Die Initiation des Transkriptionsprozesses in Pflanzen scblieflt eine Tnteraktion des Promotors 
mil *der RNA-Polymerase U cin. Innerhalb von Pflanzenpromotoren wurden Consensus- 
Sequenzen oberhalb des 5'-Endes des iranskriptionsstartpunktes gefunden, Eine dieser 
Sequenzen ist etwa 7 Basenpaare lang;und beflndet sich etwa 20-30 Basenpaare oberhalb des 
Transkriptionsstartpunkies. Diese Sequenz ist als sog. TATA-box bekannt und es wird 
angenommen, daB sie eine Rolle bei der RNA-Polymerase Bindung spielt. Eine andere Sequenz, 
mit einer Langc von ungefShT 9 BasenpaaTen ist etwa 70-90 Basenpaare oberhalb des 
Transkriptionsstartpunktes zu finden. Diese Sequenz wird CAAT-box genannt und es wird 
angenommen, daB sic in der Regulation des Transkriptionsleveis eine Rolle spielt. lis wurden 



■ (u uoa p a)!as)^fcee^6Pf6QO/T020.Ol i 5gxVd:SAWUO^Z|^K :JN eOXVd 9e:60 00>0'92 turneo 



)^fcee^6 P f 6QO/T OSO.OI^QXVd : S A M "OA zjtite 

: 



ndch a„d=« P-egioncn obcrWb d»-ft— M-*** * ** "f" **** 
der M*d_WI*- in Ota**, b^nflussen. Diese DNA-B«,cichc, die Enhance, 
-c^nn, w CT den. becintasc. die Aiciv« von Promotoren in ihrsr MM* D,ese 
Iquenzen sind jedoch dc DennWan nach rt* ■*«««. d» ihr. Potion nich, se,n 



Um ein fremdes Gen in einem Gr*anismus. zJ3. do. exprimieren zu kOoncn, muB d,e 

kodierende Scqucnz dieses Genes outer die Kontrolle ernes Promoter* gesteJU werden und m d» 
nm eingebracht werden. Zur Insertion des zu expnmierenden Genes in das Ptlanzengenom 
wird die fremde DMA meistens in das Ti-Plasm* von Agrobacteriurn tumefaciens gcbracht, und 
dieses wird dann verwendet «m die Pilanzen rWorrnieren. Fine zweite Mufig verwendete 
Methodc ist die direkte Transformation von DNA ,B. mit HUfe der sogenannten "particle gun -. 
In den listen Fallen werden hiernlr bisber ans Bakterien isolierte Promotoren oder Promotoren 
von Pflanzenviren verwendet, die zur Expression des fremden Genes in den Ptlanzcn .Ubren. 
Diese Promotoren haben den Nachteil, da.S sic artitemd sind und daher den 
Kontrollmechanismen innerhalh der Pflanzen nicht unterliegen. 

Bei Verwendung eines pflanziiehen Promoters ist die Expression eines fremden Genes mc-ghcb, 
die somit auch den pflanziichen Kontrollmechanismen nnterliegt. Durch Untersucbungen der 
Expression des Genes, vor dem der Promoter ursprunglich liegt, las.cn sieh genane Kenntmsse 
uber die Expressions^, die Zei,, zu der das Gen exprimiert wird. und den Expression^ 
sammeln, die auf die Expression eines fremden Genes, das untax die Kontrolle dieses Promoters 
gestcllt wird, weitgebend «bertmgbar sind. Em weiterer Vorteil ist, daB bei Verwendung ernes 
genau charakterisierten, pllanzlicben Promoters ge^elte Eingriffe und Untersucbungen m *e 
l^twicklung bestimmter Pflanzenteile mOglicfa ist. 

Tm vorliegenden Fall wurde der Promoter einer Tnvertase an. Tabak kloniert, die in sebr groBen 
Mengen. aber nur in einem bestimmten Entwicklungsstadium und hochspezinsch, nur m den 
Antbercn exprimiert wird. Zur KJonierung des Promoters wurde eine genemische Bank aus 
Tabak mit einer Sonde aus dem kodierenden Bercicb der untcrsuchten Invcrtase durchsucbt. Dxe 
erhaltenen genomischen DNA-Sequenzen warden mit molekularbiologischen Methodcn wencr 
charakterisiert und schlicBHcb ein Hon isolicrt, der die Promotorsequenz entaielt, <ne dann 
scquenziert wurde. £s wurden Expressionskassetten mit verscbiedenen Genen hergestcllt, d,e m 
Agrobakterium tumefaciens eingebracht wurden, um Tabakpflanzen damit zu transforms, 
Dieses neue Promotor*vstem kann nun dazu verwendet werden, fremde Gene in Pflanzen m 
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cincm bestimnuen raurnliehen und zeitlichen Rahmen zu exprimieren. Das Wort fremd mcint 
dabei Gene^die nicht^natiirlich in Verbiodimgymit diesein Promotor^vorkomrnen. AuBerdem 
kann nait Hilfc dieses Prornoiorsystems die Expression von fremden und eigenen Gencn in der 
Pflanze moduliert werdcn, d.h. Gene kfinnen tiberexprimiert oder reprimiert wcrden. 
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Ausfuhru ngsbeispiele: 

1 . Die Protnotor-DNA-Sequenz, beslehend aus den 4300bp des 5' liegenden DNA-Bereiehes, 
gczahlt oberhalb vom Translationsstartpunkt der antherenspezi Hsch exprimierten Invertase aus 
Tabak, oder Teilc davon, die dadurch gekennzeichnet sind, antherenspezifische Expression fur 
dahintcr gelegene Gene zu vermittein, kann mit HiJfe molekularbiologischer Methoden so 
verandcrt werden, dafl RestrLktionsschnittsteJlen am 5'- oder 3'-Ende eingefugt werden. 

2. Die we in 1 . verandcrte Proniotor-DNA-Scquenz oder Telle der Promotor~DNA-Sequenz 
ktfnnen ziir Hcrstellung eincr Exprcssionskassette zur Expression fremder Gene in Pflan^en 
verwendeL werden. So eine Expressionskassene ist dadurch gekennzeichnet, dafl sie a) die 
Promotor DNA oder Teile davon aus 1. enthiilt: b) eine Verbindungs-DNA obne spezielle 
Funktion bzw. tremde Gene, verbunden mit der eraicn Schnittstelle beinhaitet; mid c) eine 3'- 
Region, bestehend aus der 3'-Region eines eukaryontischen Genes enthait, wobei diese 3'- 
Region eine zweite ResmkUoasschnittsielle an ihrcm 5'-Ende besitzt und diese 3 , -Region iiber 
diese zweite Restriktionsschnittsrelle mit der Verbindungs-DNA bzw. den fremden Genen aus b) 
verbunden ist. 

3. Eine Bxpresskmskasseiic wie in 2. besehrieben, kann iu einen Expressionsvektor kloniert 
werden. Dieser Expressionsvektor kann dazu verwendet werden, mit Hilfe vcrschiedener 
gangiger Methoden (z.B. Agrobakterien venninelte Transformation; direkte Transrormation) 
Pflanzen zu transfonnieren. Tranagcne Pflanzen kflnnen dann untcr Bedingungen angezogen 
werden, unter denen das fremde Gen unter der transkriptionellen Kontrolle der beschriebenen 
Promotor-DNA-Sequenz exprimicrt wird. 

4. Die Promotor-DNA oder Teile davon konnen dazu verwendet werden* die Translation eines 
pflan/*neigenen Genes zu nioduliercn. So kann die Expression eines Genes durch Finbringen 
weiterer Kopien unter der Kontrolle dieses Promoters gesieigert werden oder die Expression 
kann mit Hilfe der Antisense-Technik untcrdriickt werden. Dazu muB die DNA-Sequenz des zu 
unterdruckenden Genes in "verkehrter Richtung' 1 in cine Expressionskassette wie unter 2. 
beschrieben kloniert werden und wie unter 3. beschrieben 5n Pflanzen transformiert werden. 

5. Die spezifischen Eigenschaften der Promotor-DNA-Seqaenz bzw. von Teilen davon, 
crmtfglichen in transgenen Pflanzen, die wie unter 3. beschrieben hergestellt wurden, eine 
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zeitlich (nur wShrend der Pollcnbildung) und raumlich (nur in Antheren) definiertc Expression 



von Iremden trenen in Bflanzen. 

6. Aufgrund des starken Expressions] evels dcr antherenspeziflschen lnvertase in Tabak, lassen 
sich mit ililfe dieser Promotor-DNA-Sequenz bzw. mil Teilen davon, in transgcnen Pflanzen 
grofle Mengen eines bcstimmtcn Proteins zu einem bestimmten Zeitpunkt und in cinem 
bestimmten Ort der Pflanzc (siehc 5.) herstellen. Dieses Protein kann dann diirch emtcn der 
Antheren, Aufschlufi und Pur das hergestellte Protein spezifische Reinigungsverfahren in groBen 
Mengen gewonnen werden. 



7. Die Promotor-DNA-Sequcnz, odor Teile davon, konnen dazu vcrwendet werden, in die 
Entwicklung der Antheren in Pflanzen cinzugrcifen. So konnen transgene Pflanzen hcrgestellt 
werden, bei denen bcispielsweise durch Antisense-Expression von invertasesequenzen die 
Proteinmcngen fur die cxtrazellulare lnvertase verringcrt werden. Dies fuhrt zii mSnnlich sterilen 
Pflanzen, die in der Landwirtschaft, bei der Hersiellung von Hybridsaatgut von groBer 
Bedeutung sind. 

8. Die Verwendung des Promotorsystems ziir Herstellung mannh'ch steriler Pflanzen, wie z.B. 
unter 7:*beschriebcn kann ais Sieherbeitssystem bei der Herstellung anderer, kommerzicil oder 
wissenschaiilich nuLzbarer transgener Pflanzen verwendet werden. So besteht bei Verwendung 
m&nnlich steriler Pflanzen nicht die Oefahr des Auskreuzens dcr genetischen Veranderungen auf 
Pflanzen die auf benachbartcn Feldern oder wild wachsen. Die begrenzte Natur des Eingriffes 
dcr zur maixnlichen Sterilitai bei Verwendung dieses Promotorsystems fuhrt stellt einen 
hesonderen Vorteil dar, da nicht;in das vegetative Waehstum der Pflanze eingegriffen wird und 
keine Wechselwirkungen rait den zusatzHch eingebracbten genetischen Veranderungen zu 
erwarten sind. 

9. Die Promotor-DN A-Sequenz, oder Telle davon, kftnnen dazu verwendet werden, transgene 
Pflanzen herzustellen, die pflanzeneigenc Stotle in groBer Menge herstellen, die positiv auf ihre 
Entwicklung, Snsbesonders bctrefTend den Ertrag von fruchtetragenden Pflanzen, wirken 
kttnnen. Bcispielc fur solcbe pflanzeneigene Stoffe waren Wachstumshormone oder Protcine die 
zur Encrgievcrsorgung der wachsenden Gewebe (z.B. Invertascn, Zuckertrunsporter) notwendig 
sind. 
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10. Mil Hilfe des PTomotorsystems konnen transgcne Pflanzen hergestellt werden, in denen die 
Menge der produzierten pflanzcneigenc StolTe (z.B. Wacbstumshormone) rednzierL werden 
kann. Diese Reduktion kann durch Einbringen von abbauenden Enzymcn, von Inhibiloren oder 
durch sog. "single-chain" Antikttrper erreicht werden. 

1 ] . Urn Ertrage von mannlich sterilen, fruchtetragenden Pflanzen zu erhalten und zur 
Vcrmehrung mannlich sterilcr Pflanzen, die unter Verwendung des Promotorsysteins wie z.B. 
unter 7. beschrieben hergestellt wurden konnen Restorerstamme hergestellt v/erden, die nach 
einer Kreuzung mit den mannlich slcrilen Stammen zu fertilcn Pflanzen in der Fl -Generation 
fuhrcn. Restorerstamme fur die unter 1. beschricbenen mannlich sterilen Pflanzen kGnnten 
Proteine enihalten, die die ICohlenliydratversorgong deT Antheren wieder herstellen konnen, wic 
z.B. artfremde Invertasen (z.B. aus Saecharomyces ccrevisiac oder Bakterien), oder 
Saccharosetransporter in Verbindung niit intrazeilul iiren saccharosespaltenden Enzymen (z.B. 



Saccharose Synthase, neutrale oder vakuolare Invertasen). 

12. Alternaiiv zur Herstellung von Rcstorerstammen wie unter 1 1. konnten Pollen von mannlich 
sterilen Pflanzen in einer in vuro Kultivierung zu fenilen Pollen entwickelt werden ; mit denen 
dann eine Befruchlung der transgenen Pflanzen starcfinden kann. 

1 3. Pollen konnen durch erne in vitro Embryogenese zu haploiden Pflanzen herangezogen 
werden. Diese haploiden Pflanzen kSnnen dann zu homozygoten diploiden Pflanzen geztichtet 
werden. Zur Induktion dieser in vitro Embryogenese ist cin Hunger- und Stress-Schritt notig. Da 
transgene Pflanzen, die unter Verwendung des Promotorsysteins wie z.B. unter 7. beschrieben 
hergestellt wurden, in ihrerZuckerversorgung gestort sind. sind die Pollen dieser Pflanzen 
bcreits in Richtung Embryogenese dcterminicrt und es bedarf keiner zuaatlichen Hunger- oder 
Stress Behandlung mehi. Die Embryogenese lauft in dicsen Pflanzen daber schneller und 
effizienter ab. 

Erreicbtc Vortcile: 

Mit Verwendung dieses Promotorsysicms steht ein Werkzeug zur Vcrfugung, mit dem man 
zeitlich und flrtlich geziell fremde Proteine in Pflanzen exprimieren kannund pflanzeneigene 
Gene in ihiem Expressions! evel modufleren kann. 
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Anspnuche 

1 . Promotorsystem, gekennzeielinct durch einen Klon am genomischen DNA-Sequen2en. 

2. PromoiOBsystem, gekennzeichnet durch*ExpressionskasseUe£L 

3. Verwcndung cines Promotorsy stems nach Anspruch 1 Oder 2 zum Beeinflussen eincs Genes. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Promotorsystems nach Anspruch 1 oder 2. 

5. Verfahren zum Experimentieren mit einem Promotorsystem nach Anspruch 1 oder 2. 
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Zcicbnung 1t Promoter- D*NA-Sequenz der ex.tra7.ellu (lire n Invertase aus Tabak 



1 TCTAGAATGA CGCCACCGGC CAGGACGGGG AGTATGATTT CCCCGAATGT 

51 TCGTTCAACT GCATTGTTAA AACCTGTTAG CGTGATGCAG CCCGGTACTA 

101 TCTTATCCTC GAGTTTCATT TGTGCAAGTA CTCGAGGATG GACAATTCAC 

151 GGGCCACTCC CATCGTCCAC CATAATG CGT CTTACATCTG TATCTAATAT 

201 TCGTAAAGTG ATAACGAGGG CAT CATAGTG AGGGAAAACC AAACCGTGGT 

251 TATCTGACTT ATCGAAGATG ATACTTTCTT TAAGTTTCTC GTACCGTTCA 

3 01 TGAGTGATTA ACTGTTTGAG CTTGTGGGTT GTGGCGAACT TTACGTTGTT 

3 51 GATCGAAACG TCGTCTCCGC CCCCGATGAT AATGTGAATG GTGCGAGTCG 

401 GTAAGGGTGG TTTCGGCGGT CCCTGGTGTT GTTCACGTCC TCGAGAAAAG 

451 TTGGTCCTTC CTCGGTCACA CAACAATATT TTGAGGTGTC CTTGATGAAG 

501 CATGTCCATG ACCT CTTGTC TTAGGGCGAT ACAATCCTCA GTTTTGTGAC 

551 CTCGCTCTTG GTGGAA CTCG C AGAGGG CAT CTGATTTTCT AGTGCTTGGA 

601 TCTGACCTCA TCTTTTGTGG CCACTTTACT TTTGGTCCGA *GCTTCTTCAA 

651 TG CAT AG ACT ATTTCTGAGG GTGACACACA AAATTTGTGA GCGGATAGTA 

7 01 AAGAGGGCAT ACCTCTCTCG XTCCGGTGAG TCCCTGTCCT TGGCCTAGAT 
751 GGGCCCTCTT CGTAGCGGGA GAGGGGCATG ATGGCACTTT TGACATATGG 

8 01 TTGA'l'CCATT TCTCGGTTAG ATCATGGAGC TGCAAGATCT CTCTTGGCAT 
8 51 CATTTTGACG ATCCTTCCTG GTTTCGGCTT GTACCGAGGT CAATCGATGA 
SOI GTTGGCCGAT TCAGGTCGTC TTCGTCGGCA CGGGCCTCAG CACAGTAGGC 
951 GTTGTGTATT TCATCCCAAG TGGTTGGAOG ATATTTCATA AGTTGGTTTA 

1001 ACAGTTTTCT GGTCGCCCTC GAGCCATTCA TGTTCAGCCC ATT CTGG AAA 

10 51 GTTGCTACAA CCATTCCTTC TGATACATTC GGTAAGGTCA TCCTTACTCT 

1101 GTTGAATCGA GCGAGGAAGT CCCTCAATCC CTCTCC GAGT GATTGTTTGA 

1151 TGGCAAATAT ATCGTTCACT CTTGCCTCCG CGTTTTTAGC CCCAACATGG 

1201 GCCATTATGA ACTTGTCGGC CATCTCTTCG AATATTTCAA TGGAGCGCGC 

12 51 GGGGAGCTGT GAATACCAAG TCAATGCTCC TCCGGTAAGG GTCTCGCCGA 

13 01 ACATTTTCAA CAAGATGGAG GAGACTTGTT C?TTTGGAGAG ATCATTGCCC 
1351 TTTACCGCAG TGACATAATG ATTACATGAT CTTCGGGGTC GGTCGTACCA 

14 01 TCATAAATTT TCAGATAAGG TGGCATCTTG AACGTCTTGG GTATGG C ATA 

14 51 TGGGGCGGCT TCATCACTGT AGGGTTGCTC GACTAACCGA CCAGCGTCTC 

15 01 TTTTTGGAAA TAT TTTTGGG GCACCCGGTA TTTTATCGAC TCTTTCTTGG 
1551 TGTTCTCTCA TTTGATCCCG AAG CATTTTA TTTTCGTTTT CCATTTCTTC 
1601 CATTTTCTTC AGAATGGCCG TGAGGGTGTC ATTACCTGCA TTATTAATAT 
1651 TGTGAGTGAT ACCTGTTACT GAAGGGGGAG GGTCGTGCTG TTTGGTCATT 
1701 GCTGGTGCAA TGCAAGTCCT TGCATTTTCT CTAAATACCT CCTGAGTGGG 
1751 TTTGTTGAGG ATGCCGGTCA G CAT ATTTGT CAGCCAAGCT TCGAGTAGCT 
18 01 TCTTCACCGC TGGTGGCGCC TCTTCCGTTG TGGACGTGGA AGCTCCTTTA 

18 51 CCGCGGGATG TTGCGATACT GCTGTGAGGG AGGGGTGATC CACTTCGTCG 

19 01 GGGAGAGGTG TTAGGCGTTA TGCCTTCGCC TTCTATTTCG GAGACCTCAT 
1951 TGATGGTGTT TAAGAGGTTG GTAGTGAGAT TGGCCACTGC CTTCATCCTT 
2001 TCTTCTCCCT TACCTGCCAT GTCAGATCTG GGTGTACAAG GAAGTAGGAG 

20 51 CTTCTCTTCT TCTTTTTTGT GAATTGTGCC AGTTATAGAT CTAAAAGAAA 
2101 CTAAAGTTTT AACTAGACTA TCCTCACAGA CGGCGCCAAA TTGTTTGACC 
2151 AAAAAATATA GACTTTTGAT TAAATTAATT AATATTGTAT GACAAAGGAT 
2201 TAAACCTAGT TAATGATAAT AACTTCAGAT CTATAATCAA TTAACAGCAA 
2251 TCACGGTCAT AGCAGCGTTG AGAGAAGATT AAATGTGATG TYCATTCAAT 
23 01 ATTT CAAGAT CATTAATGAT AGGGGAATAT CAAGCAATAA ATAACGATAA 

23 51 ATGGCATTAA AGTAAATAAG GAGAATGATT CACCCAATAT TGAATGAGGT 

24 01 GGATGATTCT TCTTTTTGAC AATGATGAAT GATGGGCAAA TACTAGAATG 
2451 TTGGGACCCT TCTCGGATCT AATGAAAAAA GTATGGAATA GTAGATAATC 
2 501 GAATCTCTTT AGAAAGGTAG TGATTGTCTT TTATCTAGAG AGAAAGTCTG 
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2 551 CTT^XP^AG AATATTTTTA TCAGAOAATA TTACATCCCC CTCTCTCCCT 

2 601 AT CT CTTTTT~ CTATTT ATAT .-GGGACATT.CC .. T£AATCAATC "CTAAAAGTAC 

2651 AT ACACCAAG - 'A&TATTCAAT AAAATATTTT TTTG AATATT ' CTATTATAAA 

2 701 AACTAGCTGT TAGCACTCGA CCTCGGT GG Y TATTG ACT AC TCGGTTACGA 

2751 GCCCTGTCAT TTACTAATCG ACCTCGATTA CATC A CTTTC TACGATACTG 

2 801 CTTCATGTCA AATCTTAATG AAAGCAGATT TTGACCCATA CAATAATATG 

28S1 ACAAAATTGC TTCCAAAGAA AACATGGCTC TTATAGTGAA AT AT CGTT AG 

2 901 ACTGTTATAG AAAGATCTGA ATTTATTTAT AAGAATAGTG TTTTTTTCTT 

2 951 TTCTT'TTCAT ATCTAAGGAG TAAAGCAACC ATGAATAGAA AAGGCTTAGT 

3 001 AACTATATAT CAAAGGAATG GTGTTTTTTC TTTAAATATG GATAAAAATT 
3 051 TGTGAATATA GAAGATTAGA TCAATTAACA AAGGTTATGG TGGAGTGGTA 
3101 AGCAGAGGCG G A CCTATGTG TTATAGTAAG GGGTCACCCA CTACTAGAAA 
3151 TCCGGTAAAG AT C GAT C AAA AAACCGACCA ACATTGGTCG GTAATGG C CIA 

32 01 AAAACTG AC C AAAACGCGAT CATTTACC3TG TGAACGGTAT TTTTATGGTC 
3251 GGAAAGGAAT ACCGACCAAA GTTGGTCGGA AATTACCGAC CAACTTTGGT 

33 01 CQGTCAATTA AATTCAAAAA AAATATTGTA AAAAAAAACC GACCAAAGTT 
3351 GATCGGTATT TTAATTATGT AATAAAAAGA TTCACTATCT GGGAATCGAA 
3 401 CCGGGGTCTG TACTATGGCA AGATACTATT CTACCACTAG ACCATTGGTT 
34S1 CATTTTGTTT TAAGACTGTC TTTTATTTGA TTTATACTCT TTAATTATAT 
35 01 TTTTGGACGA AAATAACCGA. CCAAAGTTGG TCGATTTTAT TAAAAAGTAA 
35 SI -AATTACTTAC CAAAGTTGGT CGATTTTTTT AAATGATCCG CCGAATTAAC 
3 601 CGACCAATTT TGGTAGGTTT TTTTAATATT AATTTTTATT TATTTT.AATT 
3 651 GAAAAAGTAA CCAAAGTTAG TCGCTTTCTT GAAACXTAAA TTTCGCGGGA 
3 7 01 CTCAAAAATA GTTTCCCGCA TTTXTGCGCC AAAGAAAACC .GACCAAAGTT 
3751 GGTCGGTTTC GTAAAAAAAA AAAAAATTTA • AAAAATATAT TTTAAAAAAC 
3 8 01 GGAGCAACTT TAG TCGGTTT " TTTGGTCGAT " TTTTTGACCG ACCAAAGTTG 
3851 GTCGGTCG AC CTTGGTCGGT TTTTGCCGAA TTTCTAGTAG TGACCGAACC 
3 9 01 CTGTAAGCTT CGGGAGAAAT TTTOTATATG TATATGTGTA TATCCTTAAA 

3 951 ATGATTAATT TAAAGAACGT GGCACCCTGA ATACTAGAAG CCTT'f AGGGG 
40 01 CACTAGATGA GCAGAATAAC GTGTTCTCGT CGCGTAAAAA TACTTGGATC 

4 051 CG CCTATGAT GGTAAGTACT TCTTCGTCCT TAATCAGAGG TTTCGACTTC 
4101 GAG CTC CAG A TATAAACTAT AG ACT CGTCT TTATAGCACC TTTTAATAAG 
4151 ACTATGACTT CAT CTGATTT CTCTATAAAT ACTCCTCAAG CTTTCGGTTC 
12 01 TTOTCCATTG TTCAGTTTCT TTCTCCACAT CACAGAAGTG AAAACAAAAC 

42 51 AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA AAATAAAGAG TTTCTGTCAA ATTAAGTC C A 

43 01 ATAGGGAAAA TG 
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